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Onderwerp: Bepaling van bifenyl en o-fenylfenol in cit rusfrui t 
Doel: 
Het vinden van een bepalingsmethode voor de bepaling van bifenyl en 
o-fenylfenol in citrusfruit . 
Het rapport is een scriptie in het kader van de HBO-B opleiding van de au-
teur. 
Samenvatting: 
Bifenyl en o-fenylfenol zijn schimmelwerende middelen welke worden gebruikt 
om schimmelvorming tijdens transport en bewaring van citrusfruit te voorko-
men. In de EEG zijn maximaal toegestane concentraties vastgesteld van 70 
ppm voor bifenyl en 12 ppm van o-fenylfenol. Een overzicht is gegeven van 
in de literatuur vermelde analyse methoden. 
Conclusie: 
De bepaling van het bifenyl en o-fenylfenol gehalte in citrusfruit kan ge-
schieden door middel van een stoom destillatie of extractie van de schil 
gevolgd door een gaschromatografische bepaling met een gepakte kolom en 
vlam ionisatie detector. 
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Bifenyl en o-fenylfenol worden gebruikt om schimmelvorming tijdens trans-
port en bewaring op citrusfruit te voorkomen (1) . Gezien de giftigheid van 
deze stoffen (2) zijn er maximaal toeges tane concentraties vastgesteld. In 
de EEG zijn deze maximaal toegestane conce ntra t i es 70 ppm voor bifenyl en 
12 ppm voor o-fenylfenol (1) berekend op totaal product . He t schimmelwerend 
middel wordt na de oogst op de vruchten gespoten en blijft op de schil ach-
ter. De lage recidu toleranties maken een nauwkeurige en gevoelige analyse 
noodzakelijk. 
2 ANALYSE HETHODEN 
2 .1 Mons ter voorbehandeling 
Om het bifenyl en o-fenylfenol uit het monster vrij te maken worden ver-
schillende methode n gebruikt. Omdat dat deze stoffen op de schil gespoten 
worden en niet in het fruit dringen behoeft alleen de schil behandeld te 
worden. Door weging kan de fractie schil worden bepaald e n zodat het res ul-
taat op product basis wee rgegeve n kan worden. Het bifenyl en het o-fenylfe-
nol kan worden vrijgemaakt door middel van extractie of destillatie, even-
tueel gevolgd door een scheidingsmetbode zoals kolomchromatografie met een 
silicage l - , aluminiumoxide of een gelpermeatie kolom. Combinaties worden 
soms ook gebruikt, bijvoorbeeld een gecombineerde destillatie- ext ractie 
methode. 
2.2 Spectrafotometrie 
Hamadi et al (3) beschrijven een methode waarmee bifenyl en o-fenylfenol 
spectrafotometrisch kunnen worden bepaald. Zij maken gebruik van een ex-
tractie met hete dichloormethaan gevolgd door een zuivering van het extract 
met behulp van dunnelaagchromatografie (silicagel GF-254). Als oplosmiddel 
gebruiken zij cyclohexaan-petroleumether. Als loopmiddel voor bifenyl ge-
bruiken zij diethylether- methanol (100:7) en voor o-fenylfenol benzeen-
azijnzuur- aceton- water (70:20:10:2). Vervolgens is het gehalte bepaald 
met behulp van UV-spectrofotometrie. In de samenvatting zijn geen absorp-
tiegolflengte n verme ld; volgens Vis ser (4) is de absorptiegolflengte voor 
bifenyl 254 nm en voor o-fenylfenol 257 nm. De door Hamadie et a l (3) in 4 
soorten citrusfruit gevonden concentraties waren 0 . 6 tot 9.8 ppm voor bife-
nyl en 2.7 tot 10.6 ppm voor o- fenylfenol, in he t hele product . De opbreng-
sten en detectiegrenzen zijn niet vermeld. 
2.3 Dunne laag chromatografie 
Sherma et al (5) beschrijven een methode om het bifenyl gehalte in citrus-
fruit te be palen met hoog selectieve dunnelaagchromatografie (HPTLC). Als 
monster voorbewerking wordt een stoomdestillatie toegepast, waarna het 
destillaat op een HPTLC silicagel plaat wordt gebracht . De vlekken zijn 
geimpregneerd met fosfor en onder een UV lamp gedetecteerd . Met deze metho-
de zijn opbrengsten gevonden van 92 tot 99% op 100, 50 en 10 ppm niveau's, 
de detectiegrenzen zijn niet verme ld. 
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2.4 Gaschromatografie 
Over de gaschromatografische bepaling van bifenyl en o-fenylfenol is vee l 
gepubliceerd. De monsteropwerking is nogal wat verschillend bij de diverse 
verschillende methoden; hieronder wordt een verdere uitsplitsing gemaakt 
naar voorbewerkingsmethoden. 
2 .4.1 GLC na extractie 
Ishiki Kenji et a l (6) hebben de monsters na homogenisatie geextraheerd met 
ethylacetaat. Het bifenyl en o-fenylfenol gehalte werd gaschromatogr afisch 
bepaald met een 10% FFAP (carbowax 20M) kolom van 50cm x 3mm , een t empera-
a tuu r programmering van 110 tot 250 C, een stikstofdraaggassnelheid 60 
ml/min en vlam ionisatie detector . De detectiegrens voor beide schimmelwe-
rende middelen was 1 ppm met een opbrengst van 87 tot 110% voor monsters 
die 1 tot 70 ppm bevatten. De schimme lwerende middelen werde n alleen in 
geimporteerd fruit aangetoond en niet in Japans fruit . 
Rube n et al (7) hebben monsters grapefruitschil geextraheerd met chloroform 
en ethylacetaa~ en daarna gaschromatografisch geanalyseerd met een 2.5m x 
3mm kolom gevuld met Apiezon L op chromaton N A\~ bij een kolomtemperatuu r 
0 
van 190 C e n met een vlam ionisatie detector . De reproduceerbaarbeid was 
90-100%. De s chimmelwerende middelen werde n alleen in de schil aangetoond . 
De detectiegrenzen en opbrengsten zi jn niet verme ld. 
Davis en Munroe (1) beschrijven de gaschomatog rafisc he bepaling van bifenyl 
en o-fenylfenol na he t vrijmaken van deze stoffen uit het monster met be-
hulp van een extractie met ethylace t aat . He t extract is gaschromatografisch 
geanalyseerd met een 15% SE-30 kolom van 3m X 6mm, een st i kstof draaggass-
a 
nelbeid van 100 ml/min en een kolomtempe rat uur van 175 C. De opbrengsten 
waren 99 . 0 + 0 . 5% . De detectiegrenzen zij n niet vermeld . 
Takano Fumiko et al (8) hebben een routine methode beschreven voor de bepa-
ling van bife nyl e n o-fe nylfe nol in citrusf ruit. Het monster werd gehomoge-
niseerd met \•later en 1 mg bifenyl, 0.5 mg o-fenylfenol , natriumsulfaat, 
fosforzuur, s ili cone en cyclohexaan. Het me ngsel is geschud, de cyclohe-
xaanfractie is afgescheiden e n ingedampt tot klein volume. Het concentraat 
is gaschromatografisch geanalyseerd met een kolom van 2m gevuld met PEG 20M 
bij een kolomtemperatuur van 210°C voor bifenyl en met een 2m kolom gevu l d 
0 
met SE-30 bij een kolomtempe r atuur van 150 C voor o-fenyl fenol . De 
de t ectiegrenzen e n opbrengsten zij n niet verme ld. 
Norihide Nose e t al (9) beschri jve n een bepalingsmetbode voor o-fenylfenol. 
Het mons ter i s gemengd met een oplossing van 3.3 g NaAc en 200 g NaCl per 
liter. Na schudden me t n-hexaan i s het mengsel gecentrifugeerd en de he-
xaanlaag afgescheiden. He t extract i s geconce ntreerd e n gechloo reerd met 
PFB-Cl (pentafluorobenzylchloride) waarna he t gehalte aan o-fenylfenol ga-
schromatografisch i s bepaald . De gebruikte condities zij n : electrenen 
vangende de t ector (ECD~, kolom : 2m x 3mm gevuld met 5% DEGS op gaschrom Q, 
kolomtemperatuur : 190 C, draaggas : stikstof (30 ml/min). Geconstateerd is 
da t n-hexaan , benzeen, n- heptaa n en ethylacetaat dezelfde extractie eoeti-
eient hebben . Een niet pol air oplosmiddel verdient de voorkeur omdat minder 
componenten worden mee-geextraheert die moge lijk interferenties kunnen ver-
oorzaken. De detect iegrens was 5 ppb voor o-fenylfenol, de opbrengst is 
niet ve rme ld. 
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2. 4.2 GLC na extractie en kolomchromatografie 
Kenmotsu Katashi et al (10) hebben een gehomogeniseerd monster drie maal 
geextraheerd met aceton en hexaan. Het gecombineerde extract werd gefil-
treerd en het filtraat werd behandeld met zwavelzuur om het bifenyl en het 
o-fenylfenol over te brengen in de hexaan. De hexaanlaag is uitgeschud, 
verzameld en na indampen opgewerkt met behulp van een fluorisil kolom 
(60- 80 mesh). Het verkregen monster werd gaschromatografisch geanalyseerd. 
De opbrengsten voor bifenyl en o- fenylfenol waren 81 en 99% respectivelijk. 
De gaschromatografische omstandigheden en detectiegrenzen zijn niet ver-
meld. 
Ito Yoshio et al (11) hebben 2 typen extracties gebruikt om het bifenyl en 
o-fenylfenol uit de monsters vrij te maken. Het extract werd opgewerkt met 
behulp van een aluminiumoxide kolom voor de gaschromatografische analyse. 
Voor het bifenyl is een extractie met ethylacetaat uitgevoerd en het ex-
tract is na opwerking geanalyseerd met een gaschromatografische kolom 
gevuld met 5% DEGS en 1% H3Po4 op chromosorb W. Het o- fenylfenol is geex-traheerd met een ammonia- ~.,ater-methanol mengsel en geanalyseerd met een 
gaschromatografische kolom gevuld met 0.5% OV17 op neosorb NG. De mengver-
houding van het gebruikte extractiemiddel is niet gegeven. De detectiegren-
zen waren ca . 5 ppm voor beide schimmelwerende middelen. Opbrengsten van 
meer dan 98% werden bereikt door toevoegingen van 20 tot 100 ppm schimmel-
werendmiddel aan citroenolie . Het residu niveau van de schimmelwerende 
middelen werd bepaald in 34 partijen citrusfruit . 
2. 4.3 GLC na extractie en destillatie 
Beernaert (12) beschrijft een snelle en nauwkeurige methode om bifenyl en 
o-fenylfenol te bepalen . Hij geeft verschillende ijklijnen en opbrengsten . 
Om te controleren of er interferenties optreden is de gaschromatograaf 
gekoppeld aan een massa spectrometer. Het bifenyl en o-fenylfenol zijn uit 
het mons ter vrijgemaakt met behulp van een stoomdestillatie en extractie 
met laagkokende petroleum. Het extract is geinjectereerd in de gaschramato-
graaf met benzofenon als interne standaard. Er is een gaschromatograaf 
gebruikt met een 1. 5m x 4mm roestvrijstalen kolom, gevuld met 1% SE-30 op 
chromosorb Q (80-100 mesh), de temperatuur werd geprogrammeerd van 50 to 
0 300 C en de stikstofdraaggas snelheid was 40 ml/min . De opbrengsten waren 
100%, de detectiegrenzen zijn niet vermeld . 
Kenji Iss hiki et al (13) gebruiken een aangepaste Clevenger destillator 
(figuur 1) om het bifenyl en o-fenylfenol uit het monster vrij te maken. 
Antraceen is als interne standaard gebruikt . De gaschromatografische 
analyse is uitgevoerd op kolom van 1m x 3mm gevuld met 10% FFAP (carbowax 
20M) op chromosorb H AH-DMCS (60-80 mesh). De temperatuur werd geprogram-
meerd van 150 tot 210°C ~.,at resulteerde in retentie tijden voor bifenyl, 
o-fenylfenol en antraceen van respectivelijk 4 . 2, 14 . 0 en 15.4 min . De 
methode was binnen 2 . 5 uur uitgevoerd en toegepast op monsters van onder 
andere grapefruit, citroen en sinaasappel. De opbrengsten in deze vruchten 
waren 90.1 tot 96 . 9% voor bifenyl en 86.5 tot 99 . 3% voor o-fenylfenol. 
- 5 -
Chikamto Takeji et al (16) hebben twee soorten extracties vergeleken. De 
eerste methode was een stoom destillatie met een cyclohexaan- en basische 
extractie en zuurbehandeling, de tweede methode was een stoomdestillatie 
met een methylfenol- en alkalische extractie en zuurbehandeling. Om 100% 
opbrengst te verkrijgen was bij methode 1 ca 4.5 uur nodig en bij methode 
2, 2 tot 4 uur. In beide methoden was de aanbevolen destillatietijd (1.5 
tot 2 uur) niet voldoende. De methylfenol extractie geeft een betere op-
brengst dan de cyclohexaan extractie voor beide schimmelwerende middelen. 
De gaschromatografische omstandigheden en detectiegrenzen zijn niet ver-
meld . 
Westoo en Anderson (17) destilleren het monster met een aangepaste Cleveng-
er destillator (figuur 1). In het eerst opgevangen destillaat is alleen het 
bifenyl gehalte bepaald, en in het eerste en tweede destillaat samen het 
o-fenylfenol gel1alte. Een spectrafotometrische bepaling is vergeleken met 
de gaschromatografische bepaling zonder de spectrafotometrische bepaling te 
beschrijven. Het spectrafotometrische resultaat van vooral o-fenylfenol was 
te hoog door het optreden van interferenties . Zonder goede voorzorgen kun-
nen ook bij de gaschromatografische analyse van o-fenylfenol interferenties 
optreden omdat bepaalde natuurlijke bestanddelen van het fruit bij dezelfde 
retentie tijd kunnen elueren. Het destillaat is in basisch milieu (1n 
NaOH) met cyclohexaan uitgeschud, aangezuurd en opnieuw uitgeschud met cyc-
lohexaan. Om de gevoeligheid te vergroten is het extract geconcentreerd. 
Voor de gaschromatografische analyse zijn de volgende omstandigheden 
gebruikt: voor bifenyl een glaskolom van 1.5m x 3mm gevuld met 5% carbowax 
20H op chromosorb \~ A\~-DHCS ( 60-80 mesh), een stikstofdraaggassnelheid van 
25 ml/min en bij een kolomtemperatuur van 155-160°C, voor o-fenylfenol een 
glaskolom van 1.8m x 3mm gevuld met een mengsel van 10% DC200 en 15% QF1 
(1:1) op chromosorb \~ AW-miCS HP (80- 100 mesh), met een stikstofdraaggass-
nelheid van 35 ml/min en bij een kolomtemperatuur van 180°C . De opbrengsten 
waren 90- 100%, de detectiegrenzen zijn niet vermeld. 
Akio Tanaka et al (18) hebben een verbeterde stoomdestillatie beschreven 
voor de scheiding van bifenyl en o-fenylfenol. De methode bestaat uit een 
stoomdestillatie van beide schimmelwerende middelen in een niet alkalische 
stap voor het opvangen van bifenyl, en in drie alkalische stappen voor het 
verzamelen van het o-fenylfenol. Na de destillatie (figuur 2), is het hep-
taan extract direct geanalyseerd voor bifenyl met behulp van een gaschroma-
tograaf met vlam ionisatie detector (FID), en is de alkalische oplossing, 
na chlorering met pentafluorobenzylchloride en extractie met heptaan, 
geanalyseerd op o-fenylfenol met behulp van een gaschromatograaf met een 
electronen vangende detector (ECD). Deze methode van stoomdestillatie geeft 
een voldoende gezuiverde opbrengst van de vluchtige olien. De detectiegrens 
is 1.25 ppm voor bifenyl en 0 . 13 ppm voor o-fenylfenol. De opbrengsten 
waren volgens Akio Tanaka voldoende in citroenen, sinaasappels en grape-
fruits, zonder dat deze zijn vermeld. De gebruikte kolommen zijn, voor 
bifenyl een 1. Sm x 3mm kolom gevuld met 5% PEG-20H op chromosorb N A\~-DHCS 
0 (80-100 mesh) bij een kolomtemperatuur van 175 C en met een stikstofdraag-
gassnelheid van 26 ml/min, voor o-fenylfenol een glas kolom van 2m x 3mm 
gevuld met 5% SE-30 op gaschrom Q (80-100 mesh) bij een kolomtemperatuur 
200°C en een stikstofdraaggassnelheid van 75 ml/min. 
- Sa -
figuur 2 : Schematische weergave van een destillatie opstelling voor het 




Player en '-lood ( 19) hebben een samenwerkingsonderzoek uitgevoerd naar ver-
schillende methoden voor de bepaling van bifenyl en o-fenylfenol in citrus-
fruit. De resultaten gaven aan dat de huidige methode beschreven in "The 
preservatives in food regulations" van 1979 voo r de bepaling van bifenyl 
gelijkwaardig is met de analytische uitvoering van een gaschromatografische 
analyse , maar dat de huidige methode voor o-fenylfenol onvoldoende is ten-
zij enige aanpassingen worden toegepast. Na aanpassing van de huidige me-
thode , welke getest werd in dit samenwerkingsverband , is de analysetijd 
aanzienlijk langer dan de benodigde tijd voor de gaschromatografische 
methode . De opbrengsten, van de schimmeho~erende middelen kunnen met beide 
methoden als onvoldoende worden beschomo~d. De gaschromatografische omstan-
digheden, detectiegrenzen en opbrengsten zijn niet vermeld. 
Narita Hiroko et al (20) hebben in Japan geimporteerd fruit onderzocht 
op het bifenyl en o-fenylfenol gehalte . De monsters to~erden gedestilleerd 
met een Clevenger destillator (figuur 1), en gaschromatografisch geanaly-
seerd. In de bifenyl bepaling is de opgevangen fractie opgewerkt met behulp 
van een fluorisil kolom, in de o-fenylfenol bepaling is het destillaat 
geextraheerd met 1n NaOH en hexaan. De opbrengst was groter dan 79% voor 
beide componenten. De gaschromatografische omstandigheden en detectiegren-
zen zijn niet vermeld. 
Narita Hiroko et al (21) hebben de herhaalbaarheid getest van een door 
henzelf ontwikkelde analyse methode voor de bepaling van bifenyl en 
o-fenylfenol in citrusfruit (zie boven). Hiervoor is een samenwerkingsver-
band aangegaan met zes laboratoria. De relatieve standaard deviatie was 
2.2% voor bifenyl en 6.5% voor o-fenylfenol. Er werd geconcludeerd dat deze 
methode geschikt is voor routine bepalingen. 
2.4 .4 GLC na extractie en gelpermeatie 
Fuchsbicher (22) beschrijft een geautomatiseerde methode voor het opwerken 
van het monster met behulp van gelpermeatiechromatografie . Een bio breads 
SX3 kolom is gebruikt met cyclohexaan-methyleenchloride (85:15) als eluens. 
Na deze opwerking is het extract gaschromatografisch geanalyseerd. De 
gaschromatografische condities waren : detectie : vlam ionisatie detector, 
kolom : 2m x 2mm glas, gevuld met 1% SE30 op chromosorb '-l A\-1-DHCS (80-100 
0 
mesh), kolomtemperatuur geprogrammeerd van 60 tot 250 C met stikstof als 
draaggas. De opbrengst was 88% voor beide schimmelwerende middelen . De 
draaggassnelheden en detectiegrenzen zijn niet vermeld. 
Tindle en Stalling (23) beschrijven een geautomatiseerde gelpermeatie me-
thode voor het opwerken van pestciden extracten. De methode is geschikt 
voor monsters waar recidu analyse op moet worden toegepast. Deze methode 
kan ook voor de bepaling van bifenyl en o-fenylfenol twrden gebruikt, 
eventueel na aanpassing van het kolommateriaal. De variatiecoeficient van 
deze opwerkmethode was 5% relatief en de kruisverontreiniging was kleiner 
dan 1%. Het kolommateriaal en de opbrengsten zijn niet vermeld. 
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2.5 Hoge druk vloeistof chromatografie 
Kitada Yoshimi et al (27) hebben een HPLC methode beschreven voor de bepa-
ling van bifenyl en o-fenylfenol in citrusfruit en bananen. De schimmelwe-
rende middelen werden geextraheerd met ethylacetaat en geanalyseerd op een 
zorbax ODS kolom met als eluens een mengsel van e thylace taat, methanol en 
ammonia. De mengverhouding van het eluens is niet vermeld. Het bifenyl werd 
gedetecteerd met een UV-de tector bij 254 nm, het o-fenylfenol werd gedetec-
teerd met een UV-fluorisentiedetector met een excitatie golflengte van 285 
nm en een emissiegolflengte van 350 nm. De verkregen opbrengsten waren 
92.2% voor bifenyl en 96.4% voor o-fenylfenol . De detectiegrenzen zijn niet 
verme ld. 
Farrow et al (28) destilleren het monster een half uur met een Clevenger 
destillator (figuur l) gevolgd door een analyse met hogedrukvloeistofchro-
matografie . De gebruikte kolom was een Lichrosorb SI60 silica kolom. Voor 
de bepaling van bifenyl werd als eluens 2,2 ,4- trimethylpentaan gebruikt, 
voor de bepaling van o-fenylfenol is aan het 2,2,4-trimetylpentaan 1% 
ethanol toegevoegd . Als detector is een UV- detector gebruikt bij 254 nm. 
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3 DISCUSSIE 
De belangrijkste gegevens van , en verschillen tussen de methoden zijn 
samengebracht in tabel 1. 
Tabel 1: De belangrijkste eigenschappen van de verschillende analyse 
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De keuze van een analysemethode voor de bepaling van bifenyl en/of o-fenyl-
fenol hangt of van de doelstelling die men zich stelt . Wanneer het erom 
gaat een product te toetsen aan wettelijke normen dan zal de werkmethode 
anders zijn dan to~anneer- men de aanwezigheid van de schimmel\o~erende middelen 
wil aantonen. 
Indien men wil aantonen of de schimmelwerende middelen al dan niet gebr-uikt 
zijn, is een semi-kwantitatieve of kwalitatieve methode voldoende . 
Voor het toetsen aan de wettelijke normen, bijvoor-beeld in de EEG, behoeft 
de detectiegrens voor bifenyl en o-fenylfenol niet extreem laag te zijn. 
Belangr-ijk is wel in hoever inter-fer-enties optreden. Wil men echter zeker 
weten of genoemde middelen afwezig zijn, dan moeten hoge eisen worden 
gesteld aan de detectiegr-ens en de selectiviteit . 
Als semi-kto~antitatieve of kwalitatieve methode voldoen de spectr-ofotometd-
sche of dunne laag chromatogr-afische methode goed. 
Wanneer toetsing aan bijvoorbeeld EEG normen gewenst is, zal men meestal 
kiezen voor een gaschromatogr-afische methode met een enkele kolom, 
voorafgegaan aan extractie, extractie en destillatie of extractie en 
kolomchromatografie. Voor routinematige controle van een product kan de 
geautomatiseer-de gelpermeatie opwerkmethode een goede keuze zijn . 
Wanneer- men moet controleren op sporen bifenyl en/of o-fenylfenol, zal men 
een meer- gecompliceer-de methode moeten kiezen. Een dubbele opwerking met 
bijvoor-beeld een extractie en kolomchromatografie of een destillatie zal 
dan gewenst zijn. Detectie van o-fenylfenol kan dan beter plaatsvinden met 
een electr-enen vangende detector (ECD), omdat deze veel gevoeliger is dan 
een vlam ionisatie detector (FID). Ook capillaire gaschromatografie kan 
verbetering geven door- zijn grote selectiviteit. 
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